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ABSTRACT 




Salmonella enterica è responsabile di patologie gastroenteriche infettive a trasmissione alimentare nell’uomo.  Attualmente i metodi convenzionali per la ricerca di microrganismi in matrici alimentari basati sull’identificazione fenotipica e biochimica, sono stati  affiancati da metodiche biomolecolari , più rapide e specifiche. Poiché la ricerca di metodi innovativi  alternativi è in continua evoluzione,  negli ultimi anni anche le nanotecnologie hanno trovato applicazione  nel campo della diagnostica alimentare.  In questo lavoro riportiamo lo sviluppo di un metodo per la ricerca di Salmonella enterica sierotipo Enteritidis attraverso una nuova classe di biosensori label-free: i microcantilevers (MCs).  Seguendo come modello di reazione l’ibridazione del DNA, sono state utilizzate una sonda specifica di DNA del patogeno (probe) e tre differenti DNA target (DNA complementare alla sonda, prodotto di PCR e diluizioni seriali di DNA estratto da ceppi di S. Enteritidis). L'immobilizzazione della sonda sulla superficie dei sensori è stata ottenuta applicando due protocolli: 1) la superficie del MC è stata funzionalizzata con 3-amminopropiltrietossisilano e glutaraldeide ed è stata disegnata una sonda amminata; 2) sono stati utilizzati MC ricoperti d’oro e sonda tiolata  al fine di generare un legame covalente (Th-Au). Le misure sono state rilevate tramite un sistema di lettura a leva ottica in grado di valutare la variazione dell’ampiezza di oscillazione del MC in funzione della frequenza di risonanza che è inversamente proporzionale alla massa immobilizzata. Con il primo protocollo, le misure dopo ibridazione tra sonda e prodotto di PCR hanno mostrato un forte segnale con variazioni relative di frequenza 10 volte maggiori rispetto all'ibridazione con sonda complementare. Segnali rilevabili  si sono ottenuti alle concentrazioni di 103 e 106 cfu/ml in seguito all'ibridazione con DNA batterico. Attualmente sono in corso le ottimizzazioni delle misure con il secondo protocollo, dove test preliminari hanno dimostrato in relazione alle singole prove di ibridazione, maggiore uniformità nei risultati e quindi maggior precisione nella misura.






Salmonella enterica è uno dei più comuni agenti zoonotici responsabile di patologie gastroenteriche infettive a trasmissione alimentare nell’uomo. Di solito il decorso è breve e senza necessità di trattamento medico, ma in fasce di popolazione a rischio (neonati e immunodepressi) può svilupparsi in una forma più grave (CDC, 2010). Normalmente, sono necessarie 107-109 cellule per scatenare la patologia, ma sono stati riportati focolai di infezioni causati da un numero significativamente inferiore di cellule (Piknova et al., 2005). Il rilevamento di Salmonella negli alimenti e la determinazione del livello di contaminazione possono quindi rivelarsi strumenti importanti per valutare i potenziali rischi connessi al consumo di alimenti contaminati e prevenire l'insorgenza di infezioni correlate.  I metodi convenzionali per la ricerca di microrganismi in matrici alimentari basati principalmente sull’identificazione fenotipica e biochimica, sono stati attualmente affiancati da metodiche biomolecolari  caratterizzate da elevata  specificità, sensibilità  e rapidità di analisi.  Ciò nonostante,  la ricerca di metodi rapidi alternativi è in continua evoluzione e negli ultimi anni un interesse sempre maggiore è stato rivolto all’uso di biosensori per l’identificazione di biomolecole.  Recentemente è stato dimostrato che i biosensori basati su microcantilever (MC), piccole travi oscillanti di dimensioni microscopiche, sono in grado di interagire con biomolecole e agenti patogeni, e di rilevarne la presenza anche a basse concentrazioni (103 cfu/mL) (Ricciardi et al., 2010).
La presente ricerca,  ha previsto l'ottimizzazione  di microcantilever in silicio di forma rettangolare la cui superficie è stata funzionalizzata  al fine di consentire l’immobilizzazione di   una sonda oligonucleotidica  specifica per Salmonella enterica sierotipo Enteritidis precedentemente disegnate per un protocollo in Real Time PCR (Piknova et al; 2005).  Sono state testate tre tipologie differenti di molecole target:  oligonucleotidi complementari alla sonda (contro sonda),  amplicone contenente la regione complementare alla sonda (Piknova et al; 2005),   DNA estratto mediante bollitura da  concentrazioni batteriche scalari (101-108 cfu/mL) di ceppi di S. Enteritidis  precedentemente coltivati in  BHI (Brain Heart Infusion) a 37°C overnight. 
I biosensori a microcantilever possono essere considerati come microbilance a  due principali modalità di funzionamento: modo statico e modo dinamico. Nella prima modalità i biosensori sono funzionalizzati solo su una superficie, quindi l’adsorbimento delle molecole provoca una deflessione del sensore dovuta all’instaurarsi di uno stress superficiale a causa della variazione delle forze intermolecolari. Nella seconda modalità, entrambe le superfici del biosensore sono biologicamente recettive e vengono poste in vibrazione grazie ad un attuatore piezoelettrico, oscillando in base alla forzante a cui sono sottoposti. I microcantilever, in base alla massa e alla costante elastica, sono caratterizzati da una specifica frequenza di risonanza alla quale l’ampiezza di oscillazione è massima. Una volta effettuato il binding, l’aumento di massa del biosensore determina una diminuzione della frequenza di risonanza. Lo shift di frequenza permette quindi di quantificare la quantità di molecola target immobilizzata sulla superficie (Johnson, Mutharashan, 2012). Tramite un sistema di lettura a leva ottica (simile ai commerciali sistemi di lettura dei DVD) è stata quindi valutata la variazione dell’ampiezza di oscillazione del cantilever in funzione della frequenza, individuando in particolare il valore di frequenza, inversamente proporzionale alla massa immobilizzata, in corrispondenza del quale si è verificata la risonanza. 
Sono state utilizzate due metodiche di funzionalizzazione chimica della superficie degli array di microcantilever: nella prima, l’immobilizzazione della sonda è stata realizzata modificando l’oligonucleotide all’estremità 5’ con un gruppo amminico su MC  derivatizzati con gruppi aldeidici, in seguito alla reazione con APTES e GA (3-aminopropyltriethoxysilane e glutaraldehyde). Nel secondo protocollo è stato sfruttato il legame Au-Th ottenuto utilizzando sonde modificate all’estremità 5’ con un gruppo tiolico. Successivamente  ciascun cantilever è stato ricoperto con un sottile strato  di titanio e oro (Thian et al., 2005). Ad ogni passaggio (ossidazione termica dei MC, funzionalizzazione chimica, immobilizzazione della sonda, incubazione con il target) sono state eseguite le misure in vuoto della rispettiva frequenza di risonanza.
Nel caso di cantilever  con sonda amminata immobilizzata le prime misure effettuate hanno rilevato un  forte segnale dopo incubazione con  prodotti di PCR:  le variazioni relative di frequenza risultavano circa 10 volte maggiori rispetto alle incubazioni con la contro sonda. Le prove con gli estratti di DNA batterico mostrano segnali rilevabili alle concentrazioni di 103 e 106 cfu/mL, mentre per concentrazioni minori le variazioni di frequenza sono confrontabili col segnale dovuto al buffer di ibridazione senza DNA (blank). Proprio per cercare di diminuire il segnale dovuto al blank e migliorare la ripetibilità delle misure (ancora limitata), attualmente è in prova la chimica a base di sonde tiolate: i primi risultati mostrano un miglioramento nell’uniformità dei risultati e quindi nella precisione della misura.
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